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ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI -PROTEINE OZF ET LEURS 
APPLICATIONS DANS LE DOMAINE DIAGNOSTIC ET THERAPEUTIQUE . 

La prSsente invention concerne un anticorps monoclonal 
5 specif ique de la protSine OZF ainsi qu'une composition 
pharmaceutique comprenant ledit anticorps destinSe k la 
prevention, le traitement ou le diagnostic de pathologic 
li6e a 1' expression anormale de prot€ine OZF telle que le 
cancer. L' invention comprend en outre des mgthodes de 
10 detection de la prot6ine OZF ainsi que des mfithodes de 
selection de composes capable d'interagir avec la protSine 
OZF. 

La plupart des prot^ines k motifs doigt a zinc sont 
caract6ris6es par leur capacity k se fixer sur des ARN ou 
15 des ADN. Ce motif doigt k zinc a 6t§ retrouv6 dans des 
genes contrSlant le dSveloppement , des genes de facteur de 
transcription ou des gSnes li6s a la formation de tumeurs, 
attestant ainsi 1 ' importance de cette structure doigt a 
zinc dans la regulation de 1' expression des genes. 
20 Parmi les gdnes codant pour ces prot6ines a motifs 

doigt a zinc, un gfene codant pour une prot^ine constitute 
uniquement de motifs doigt a zinc, dSnomme gSne OZF (OZF 
pour « Only Zinc Fingers ») a €t€ isolS (Le Chalony et al . , 
1994) et I'ADNc correspondant a ttS clon§ et sequence. La 
25 sequence d'acides amines de la prottine putative codge par 
le gene OZF comporte 292 rSsidus d'acides amines, dont 10 
motifs doigt k zinc de 28 rfisidus d'acides amines, pour un 
poids moleculaire estimS de 33 kDa. L' analyse comparative 
de la proteine OZF a montrS que le domaine contenant la 
30 structure doigt a zinc comporte de grandes homologies avec 
d'autres protSines ^ motifs doigt a zinc. 

D'autre part, Ferbus et al . (Ferbus et al., 1996) ont 
pu mettre en evidence certaines caracteristiques de la 
proteine OZF H partir d'une proteine recombinants OZF 
35 produite chez E. coli. En particulier, ces auteurs ont 
montre que la proteine OZF recombinante etait capable de 
fixer des ions de zinc, de I'ADN et de 1 ' heparine . En 
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outre, ces auteurs ont^galement pu montrer, en utilisant 
un anticorps polyclonal obtenu a partir d'une prot6ine 
recombinante OZF f usionnSe avec une prot6ine f ixant le 
maltose (MBP) que la protSine OZF 6tait exprim^e dans des 
cellules mammaires humaines de type fipithSliale, 
pr6f firentiellement dans le noyau, alors qu'elle 6tait trSs 
faiblement exprimfie dans les cellules myoSpithSliales et 
stromatiques de ce tissu mammaire, Ces auteurs ont 
^galement pu mettre en Evidence que la protfiine OZF 6tait 
exprim^e dans une lignSe cellulaire tumorale Stablie k 
partir d'une tumeur de pancreas. 

Les inventeurs ont mis en Evidence de maniSre 
surprenante, en utilisant des anticorps polyclonaux anti- 
protfiine OZF, que la protSine OZF 6tait surexprimSe dans 
des tumeurs primaires qui prfisentaient une amplification du 
gSne OZF mais aussi dans des tumeurs primaires qui ne 
prSsentaient pas d* amplification du gSne. 

D' autre part, les inventeurs ont §galement mis en 
Evidence que la surexpression de la prot^ine OZF dans ces 
tumeurs primaires Stait restreinte aux cellules tumorales, 

Ces rSsultats montrent ainsi que la protSine OZF 
apparait comme un marqueur de cellules tumorales. 

L»obtention d' anticorps capables de reconnaltre de 
maniere sp6cifique la proteine OZF permettrait ainsi de 
dStecter des cellules tumorales caract§ris6es par une 
expression anormale de protSine OZF. 

Des anticorps polyconaux anti-prot6ine OZF ont dSja 
6te dScrits (Ferbus et al . , 1996). Ces anticorps ont 6t6 
prSparSs par immunisation de lapins contre une protSine 
recombinante obtenue par fusion de la protSine OZF et de la 
proteine MBP, puis purifies sur immunoabsorbant const itu6 
de la proteine recombinante fusionnee OZF-MBP coupl^e sur 
colonne de sSpharose 4B. Ces anticorps polyclonaux peuvent 
ainsi reconnaltre plusieurs epitopes de la proteine OZF et 
en particulier certains epitopes communs aux proteines 
humaines ou de mammiferes a motifs de doigt a zinc, compte 
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tenu de la grande homologie de sequence constat^e entre la 
protSine OZF et d'autres protSines a motifs doigt S zinc. 

Les inventeurs ont pu ainsi mettre en Evidence des 
reactions hon specif iques obtenues avec certaines prot6ines 
a motifs de doigt H zinc pour ces artticorps polyclonaux. 

Si ces anticorps polyclonaux peuvent s'av6rer de 
sp6cificit6 suffisante pour des applications particuliSres 
telles que la detection de prot6ine OZF dans des cellules 
ou des tissus homogSnes Isolds, leur specif icitfi et 
Sventuellement leur affinity pourraient s'av6rer 
insuff isantes comme le reconnaissent d'ailleurs les auteurs 
de la publication dScrivant ces anticorps polyclonaux. Ces 
auteurs pr€cisent en effet dans leur conclusion qu'il 
serait nScessaire de disposer d' anticorps anti-OZF 
permettant d' identifier avec precision les types de 
cellules exprimant la protSine OZF. L'obtention de tels 
anticorps, dirigis centre un Epitope spScifique de la 
prot^ine OZF humaine, permettrait sans aucun doute non 
seulement d' identifier les types de cellules exprimant 
normalement ou anormalement la prot6ine OZF mais ggalement 
de rechercher les sequences nucl€iques cibles de la 
prot^ine OZF, notamment nucl6aires, et d' identifier les 
genes susceptibles d'etre r6gul6s par la prot^ine OZF. 

Ainsi, il existe aujourd'hui un besoin de disposer 
d'un anticorps monoclonal dirig6 specif iquement contre la 
protiine OZF humaine. Un tel anticorps pourrait non 
seulement €tre utile pour 6tudier et ainsi mieux connaitre 
le r61e jou6 par la prot^ine OZF dans la r6gulation des 
g^nes mais ggalement serait utile au regard des r^sultats 
pr4sent4s par les inventeurs dans la pr^sente invention, 
pour d'autres applications comme les applications 
tMrapeutiques, diagnostics, notamment in vivo ou in vitro 
k partir d' 6chantillon biologique hSterogSne, ou pour le 
ciblage de composSs capables de moduler 1> activity 
35 biologique de la prot€ine OZF. 

La prSsente invention est bas6e sur la d€couverte de 
la possibility d'obtenir par une approche particuliere de 
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preparation un anticorps monoclonal caract^risg par une 
specificity jamais encore obtenue ant^rieurement . il a 
ainsi ete dScouvert qu'en immunisant une souris avec une 
proteine OZP recombinante, il est possible d'obtenir un 
anticorps reconnaissant un Epitope sp^cifique de la 
proteine OZF et qui ne reconnalt pas d'autres prot6ines a 
motifs doigt A zinc de mammifdres. 

Ainsi, la presente invention a pour objet un anticorps 
monoclonal ou un de ses fragments capables de se fixer 
specif iquement sur un Epitope de la protgine OZF. 

On entend designer par Epitope dans la presente 
description, tout determinant de la prot^ine responsable de 
1' interaction spScifique avec 1' anticorps. Les determinants 
epitopiques consistent habituellement en des groupes de 
molecules presentant des surfaces chimiquement actives 
telles que des acides amines ou des chalnes laterales de 
sucres et ayant une stucture tridimentionnelle specifique 
et/ou une charge specifique caracteristique . 

Les fragments d' anticorps monoclonal selon 1' invention 
comprennent tout fragment dudit anticorps monoclonal 
capable de se fixer sur 1- epitope de la proteine OZF sur 
lequel se fixe 1' anticorps monoclonal dont ledit fragment 
est issu. Des exemples de tels fragments incluent en 
particulier des anticorps monoclonaux simple chaine ou des 
fragments monovalents Fab ou Fab' et des fragments 
divalents tels que F(ab')2, qui poss^dent la meme 
specif icite de fixation que 1' anticorps monoclonal dont ils 
sont issus. Un fragment selon 1' invention pourra egalement 
§tre un fragment Fv simple chaine produit par des methodes 
connues de 1 ■ homme de I'art et telles que decrites par 
exemple par Skerra et al . , 1988 et King et al., 1991. 

Selon la presente invention, des fragments d' anticorps 
monoclonaux de 1 • invention peuvent etre obtenus S partir 
des anticorps monoclonaux tels que decrits precedemment par 
des methodes telles que la digestion par des enzymes, comme 
la pepsine ou la papaine et/ou par clivage des ponts 
disulfures par reduction chimique. D'une autre maniere les 



fragments d'anticorps monoclonaux compris dans la prSsente 
invention peuvent etre synth6tis6s par des synth6tiseurs 
automatiques de peptides tela que ceux fournis par la 
soci6t6 Applied Biosystems, etc, ou peuvent Stre pr6par6s 
manuellement en utilisant des techniques connues de I'homme 
de I'art et telles que dScrites par exemple par Geysen et 
alw 1978. 

En gSnfiral, pour la preparation d'anticorps 
monoclonaux ou leurs fragments, on pourra se r^fSrer aux 
techniques qui sont en particulier decrites dans le manuel 
« Antibodies » (Harlow et al . , 1988) ou k la technique de 
preparation a partir d'hybridomes dScrite par Kohler et 
Milstein en 1975. 

Les anticorps monoclonaux selon 1* invention peuvent 
etre obtenus par exemple a partir de cellule d'un animal 
immunise contre la protfiine OZF, ou un de ses fragments, 
comportant 1' epitope reconnu specif iquement par lesdits 
anticorps monoclonaux selon 1' invention. Ladite proteine 
OZF, ou un de sesdits fragments, pourra notamment etre 
produite, selon les modes operatoires usuels, par 
recombinaison genet ique a partir d'une sequence d'acide 
nucieique contenue dans la sequence de I'ADNc codant pour 
la proteine OZF ou par synthese peptidique S partir d'une 
sequence d'acides amines comprise dans la sequence 
peptidique de la proteine OZF. 

Les anticorps monoclonaux selon 1' invention pourront 
par exemple etre purifies sur une colonne d'af finite sur 
laquelle a prealablement ete immobilisee la proteine OZF ou 
un de ses fragments comportant 1' epitope reconnu 
specif iquement par lesdits anticorps monoclonaux selon 
1' invention. 

De preference, 1' anticorps monoclonal ou un de ses 
fragments selon. la presente invention se fixe sur 1» epitope 
lineaire ou conf ormationnel du domaine N-terminal de la 
proteine OZF humaine dont la sequence presente un faible 
taux d'homologie comparee avec les sequences d'autres 
proteines a motifs doigt a zinc. 
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De maniire plus prgfgr^e, l^anticorps monoclonal ou un 
de ses fragments selon 1- invention se fixe sur un Epitope 
sxtug sur les deux premiers doigts ^ zinc, notamment sur 
les quanze premiers acides amines, du domaine N-terminal de 
3 la protSine OZF telle que d^crite par Le Chalony et al 
1994,.aux figures IB et IC page 400. 

Ainsi, 1- invention concerne un anticorps monoclonal ou 
un de ses fragments selon 1- invention, caract6ris6 en ce 
que 1- Epitope de la prot^ine 02F est situ^e sur la partie 
10 N-terminale, 

L' invention comprend en outre un anticorps monoclonal 
ou un de ses fragments selon 1' invention, caract^risS en ce 
qu.^l est choisi parmi les anticorps humanisms, chimSriques 
ou anti-idiotypes . 

15 Les anticorps monoclonaux humanisms selon 1- invention 

ou leurs fragments peuvent gtre prepares par des techniques 
connues de 1-homme de I'art (Carter et al., 1992 ; singer 
et al., 1992 et Mountain et al . , 1992). De tels anticorps 
monoclonaux humanisms selon 1- invention sont pr4fgrSs pour 

20 leur utilisation dans des mSthodes de diagnostic in vivo et 
th^rapeutiques . 

Les anticorps monoclonaux ou leurs fragments de type 
chim^rique selon 1- invention peuvent etre rgalisSs en 
utilisant les techniques de recombinaison gSnStique. Par 

25 exemple, 1- anticorps monoclonal chim^rique pourra €tre 
r6alis# en clonant un ADN recombinant comportant un 
promoteur et une sequence codant pour la region variable 
d'un anticorps monoclonal selon 1- invention et une sequence 
codant pour la rfigion constants d- anticorps humain. Un 

30 anticorps chimSrique de 1' invention codS par un tel ggne 
recombinant sera par exemple une chim^re souris-homme, la 
spScificit€ de cet anticorps Stant dStermin^e par la region 
variable derivSe de 1-ADN murin et son isotype d€termin6 
par la region constante d6riv6e de I'ADN humain (Verhoeyn 

35 et al. , 1988) . 

Les anticorps monoclonaux ou leurs fragments selon la 
presente invention incluent egalement des anticorps anti- 
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idiotypes produits par des m^thodes connues de 1 ' homme de 
I'art (Cozenza, et al . , 1976 et Harlow et al., 1988). 

Sont ggalement compris dans 1' invention, les anticorps 
monoclonaux ou leurs fragments selon la pr^sente invention 
obtenus par recombinaison g^n^tique ou par synthase 
chimique . 

L' invention comprend ^galement un anticorps monoclonal 
ou un de ses fragments selon 1' invention, caract6ris6 en ce 

qu'il est marqu6 . 

Les anticorps monoclonaux selon 1' invention ou leurs 
fragments peuvent ggalement, selon 1' invention, se 
presenter sous forme d' anticorps marques afin d'obtenir un 
signal detectable et/ou quantifiable. 

Les anticorps monoclonaux marqu6s selon 1' invention ou 
leurs fragments incluent par exemple des anticorps dits 
immunoconjugu^s qui peuvent €tre conjugu^s par exemple avec 
des enzymes telles que la pSroxydase, la phosphatase 
alkaline, la p-D-galactosidase, la glucose oxydase, la 
glucose amylase, 1 ' anhydrase carbonique, 1 'acetyl - 
cholinestSrase, le lysozyme, la malate dehydrogenase ou la 
glucose -6 phosphate dehydrogenase ou par une molecule comme 
la biotine, la digoxigenine ou la 5-bromo-desoxyuridine . 
Des marqueurs fluorescents peuvent §tre egalement conjugues 
aux anticorps monoclonaux ou leurs fragments de 1' invention 
et incluent notamment la fluoresceine et ses derives, le 
fluorochrome, la rhodamine et ses derives, la GFP (GFP pour 
« Green Fluorescent Protein ») , le dansyl, 1 ' umbellif erone 
etc.. Dans de tels conjugues, les anticorps monoclonaux de 
1' invention ou leurs fragments peuvent etre prepares par 
des methodes connues de 1' homme de I'art. lis peuvent gtre 
couples aux enzymes ou aux marqueurs fluorescents 
directement ou par 1 - intermediaire d'un groupe espaceur ou 
d'un groupe de liaisons tel qu'un polyaldehyde, comme le 
glutaraldehydeque, 1 ' acide ethyienediaminetetraacetique 
35 (EDTA) , 1' acide diethyienetriaminepentaacetique (DPTA) , ou 
en presence d' agents de couplage tels que le periodate 
etc.. Les conjugues comportant des marqueurs de type 
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fluorescSine peuvent §tre prepares par reaction avec un 
isothiocyanate . 

D'autres conjugufis peuvent inclure Sgalement des 
marqueurs chimioluminescents tels que le luminol et les 
diox6tanes ou des marqueurs bioluminescents tels que la 
luciffirase et la lucifSrine. 

Parmiles marqueurs pouvant etre fixSs sur I'anticorps 
monoclonal ou un de ses fragments selon 1* invention, on 
prSfdre 6galement les marqueurs radioactifs tels que ^^C, 
3^C1, ^■'Co, s^Co. 5^Cr, ^"eu/ s^Fe, , ^^Sj^ iBi^^ 
3 2p^ 3 5g^ "^^SE et ^^'"Tc qui peuvent etre detectSs par des 
moyens connus tels que le compteur gamma ou a 
scintillations, par autoradiographies etc.. 

La prfisente invention comprend figalement les anticorps 
monoclonaux marques ou leurs fragments selon 1* invention 
dans lesquels le conjugu6 peut etre un marqueur detectable 
choisi parmi les marqueurs pouvant etre utilises dans 
1 » application imagerie in vivo, Des exemples de tels 

*72 6*7 6*7 68 

marqueurs selon 1' invention sont As, Cu, Ga, Ga, 
I23i^ i25j^ ^^ij^ i^^ln, ^■'ru, ^^'"Tc, 201^1 et ^^Zr. 

Le terme « imagerie in vivo » doit etre entendu dans 
la prSsente description comme toute mSthode permettant la 
detection d'un anticorps monoclonal marquS selon la 
pr6sente invention ou un de ses fragments qui se fixe 
specif iquement sur 1' Epitope de la protSine OZF dans le 
corps du patient. Le patient sera de pr€f€rence un homme 
susceptible de presenter des cellules tumorales exprimant 
de maniere anormale la protSine OZF. 

La pr6sente invention comprend Sgalement les anticorps 
monoclonaux marquSs ou leurs fragments selon 1' invention 
dans lesquels le conjuguS peut etre un marqueur choisi 
parmi les marqueurs paramagnStiques pouvant §tre utilises 
dans 1' application imagerie in vivo. De tels marqueurs 
selon 1' invention sont par exemple les isotopes 
paramagnStiques particulierement utilises dans 1' imagerie 
par r6sonnance magnStique (IRM) et qui incluent notamment 
52cr, ^^^Dy, s^Fe, ^^''Gd et ^^Mn. 



Tel que mentionn6 prec^demment , pour la preparation de 
conjugu6s d'anticorps monoclonaux, le marqueur isotopique 
ou paramagn6tique pourra Stre fix€ sur I'anticorps selon 
1' invention ou un de ses fragments soit directement ou soit 
indirectement en utilisant un groupe fonctionnel 
intermSdiaire . Selon 1' invention, I'anticorps monoclonal ou 
un de ses fragments peut gtre marqu6 par toute technique 
connue de I'homme de I'art telle que par exemple celles 
d^crites par Wagner et al . , 1979 et Saha et al . , 1976. Les 
conjugu^s monoclonaux radiomarqu^s selon la prfisente 
invention peuvent par exemple itre iodines par contact avec 
du iodure de sodium ou de potassium et d'un agent chimique 
oxydant tel que 1 ' hypochlorite de sodium ou un agent 
oxydant enzymatique tel que la lactopSroxydase . 

Le type de detection de 1' instrument utilis6 sera un 
facteur majeur dans la selection du marqueur. Par exemple, 
les isotopes radioactifs ou paramagn6tiques seront choisis, 
en particulier pour 1 ' imagerie in vivo, en fonction du type 
d- instrument utilisS qui guidera la selection de ces 
marqueurs. De preference, les marqueurs radioactifs choisis 
devront avoir une pSriode qui est detectable par le type 
d' instrument choisi. Ces anticorps monoclonaux pourront 
ainsi etre utilises par exemple comme agent d'imagerie, in 
vivo ou ex vivo sur des prei&vements biologiques dans toute 
methode convent ionne lie permettant de visualiser par image 
un diagnostic de pathologie lie a 1' expression anormale de 
la proteine OZF. Ces agents d'imagerie ou les react if s pour 
diagnostic in vitro caracterises en ce qu'ils comprennent 
un anticorps monoclonal marque selon 1' invention ainsi que 
leurs utilisations dans des methodes de diagnostic in vitro 
ou de diagnostic par imagerie in vivo pour le diagnostic de 
pathologie liee li 1' expression anormale de la proteine OZF 
font bien entendu partie de la presente invention. 

L' invention comprend egalement un anticorps monoclonal 
ou un de ses fragments selon 1' invention, caract^rise en ce 
qu'il est couple 4 un compose cytotoxique. 
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Les agents cytotoxiques qui peuvent etre conjuguSs aux 
anticorps monoclonaux selon 1* invention incluent notamment, 
mais sans s'y limiter, des composes alkylants tels que la 
m6chlor6thamine , la triSthylSne phosphoramide , la 
triaziquone, la camustine, la sSmustine, le methotrexate, 
la mercaptopurine, la cytarabine, le f luorouracile , des 
antibiotiques tels que 1 ' actinomycine , des hormones ou des 
antagonistes d' hormones tels que les corticostSroides , 
comme la prednisone ou les progestines, Les conjugu6s 
anticorps monoclonaux selon 1' invention peuvent etre 
pr6par6s en conjuguant des substances cytotoxiques 
contenant soit la toxine intacte ou soit leur chaine A 
dSrivSe avec 1' anticorps monoclonal ou un de ses fragments 
selon des techniques de 1 ' homme de 1 • art (Chaudry et al . , 
1993 ; Sung et al 1993 et Selvaggi et al., .1993). 

L' anticorps monoclonal selon 1' invention peut 
ggalement §tre un anticorps monoclonal h6t6roconjugu6 tel 
qu'une molecule hybride composSe de deux ou plusieurs 
anticorps. Un h6t6rocon jugu6 inclut par exemple un 
anticorps monoclonal simple chaine selon 1' invention et un 
anticorps monoclonal simple chaine qui est specif ique d'un 
rScepteur cellulaire (Kerr et al., 1990 et Hsieh-Ma et al . , 
1992) . 

Sous un autre aspect, 1' invention a pour objet une 
composition pharmaceutique pour le traitement, la 
prevention ou pour le diagnostic in vivo de pathologie li€e 
a 1 'expression anormale de la protSine OZF, caractSrisge en 
ce qu'elle comprend : 

a) un anticorps monoclonal ou un de ses fragments, selon 
1 ' invent ion ; e t 

b) un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

De preference, la composition pharmaceutique selon 
1' invention, est caracterisee en ce que ladite pathologie 
est choisie parmi les cancers, notamment le cancer du 
pancreas et du colon. 
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L' invention a ^galement pour ofajet 1 ' utilisation d'un 
anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
1' invention pour la fabrication d'un m6dicament destin6 & 
la prevention ou au traitement du cancer, notamment le 
cancer du pancreas ou le cancer du c61on. 

En general, la dose d' anticorps monoclonaux marques ou 
un de leurs fragments pour le diagnostic in vivo de 
pathologic liSe k 1' expression anormale de la prot4ine OZF, 
pourra varier en fonction de paramStres tels que I'Sge, les 
conditions, le sexe, de I'fitendue de la maladie du patient, 
de centre- indications s'il en existe, de therapies 
concomittantes ou d'autres variables qu'un homme de I'art 
saura ajuster. 

L ' administration de ces composes au patient peut Stre 
locale ou systSmique et accomplie par voie intraveineuse, 
intra-art^rielle, par 1 ' intermfidiare du liquide spinal, 
etc.. L' administration peut etre 6galement effectuSe par 
voie intradermique ou par voie intracavitaire, orale ou 
nasale, en fonction de la partie du corps qui doit €tre 
examinee. Apres un temps suffisant permettant i 1' anticorps 
monoclonal de se fixer sur la protSine OZF, par exemple de 
30 minutes a 48 heures, on examine la partie du corps qui 
doit etre examinee par les techniques d'imagerie classiques 
telles que I'IRM, ou 1 ' imagerie par scintillation. Le 
protocole exact d^pendra nScessairement de facteurs 
specif iques li^s au patient, de la partie du corps a 
examiner, de la m^thode d' administration et du type des 
marqueurs utilises. Les procedures spScifiques pourront 
Stre determin^es par 1' homme de I'art. La distribution des 
isotopes radioactifs fix6s et leur dScroissance avec le 
temps sera ensuite enregistr^e et contr616e. En comparant 
les rSsultats obtenus avec ceux obtenus pour des individus 
cliniquement normaux, la presence et la localisation de 
cellules tumorales pourront etre d6termin6es et contr61€es. 

La quant ite d' anticorps monoclonaux comprise dans les 
compositions pharmaceutiques selon la prSsente invention et 
nScessaire pour une th6rapie efficace d^pendra de 
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differents facteurs tels que le mode d- administration i 
partie du corps cibl^e u ■ . ""^i^iscration, la 

1, ^ . . ciDiee, I'itat physiologique du patient ri« 

i^^:^'2'-^zr~" ------- 

optx...er sa sicurit. et son efficacies. En g«„rral lei 

a.an.ico.pe LoCcl/^ ^^.^ r-^aine^tr l-^'r- 
r^n— ^^^^^^^ 

psr voie orale, intraveineuse, intr;,r^*v.^H 
intra^usculaire ou tranader.i,ue . Les excrien.s "h" 
ceuti^ue^ent accep.abiea inciuen. r.o..Z::rTS Z 
solutions salinee. ies tampons ou .ou. autre co^po^.d^c 
par exemple dans 1 ' Index de Merck. aecrit 

L- invention comprend en outre 1 'utilisation H-. 
anticorps monoclonal ou un de ... f "^^^isataon d'un 
fr-=.-i^ ^ , un ae ses fragments pour le 

traxtement, la prevention ou pour le diagnostic in vitL ou 
.n V.VO de pathologie li.e * L expression anormaU d7 la 
pro ..ne 02P, notam.ent pour le traltement, la prevention 

'■invent::;. '""^ -ns 
I.' invention concerne igalement une ra«thode d. 
detection et/ou de dosage de la prot.ine OZ. tls un 
echantrllon biologize caract.ris.e en =e ,u.elle co^re:: 
les Stapes suivantes : ""'prena 

a) la mise en contact d'un echantillon biologique avec un 
antxcorps monoclonal selon 1 • invention ; et 

b) /detection et/ou le dosage de la fixation dudit 
antxcorps sur la prot^ine OZF contenue dan^ 
1 ■ Echantillon biologique . °ntenue dans 
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Par ailleurs, les anticorps monoclonaux ou leurs 
fragments selon 1' invention, peuvent 6galement §tre 
utilises pour 1 • identification, la localisation, notamment 
tissulaire ou cellulaire, et/ou le dosage de la prot^ine 
OZF, ladite utilisation 6tant comprise dans 1' invention. 

Les anticorps monoclonaux ou leurs fragments selon 
1' invention constituent 6galement un moyen d' analyse 
immunocytochimique ou immunohistochimique de 1" expression 
de la prot^ine OZF sur des coupes de tissus specif iques, 
par exemple par immunofluorescence, par marquage 
enzymatique, radioactif ou a I'or. lis permettent notamment 
de mettre en Evidence et de quantifier la presence 
sp6cifique normale ou anormale de la prot^ine OZF dans les 
tissus ou pr§l§vements biologiques, ce qui les rend utiles 
pour 1' identification et la localisation de 1' expression de 
la protSine OZF, pour le diagnostic de pathologies li^es a 
la presence anormale de la protSine OZF mais ggalement pour 
le suivi de 1' Evolution de mfithodes de prevention ou de 
traitement de pathologie n^cessitant ladite detection ou 
ledit dosage. 

Plus g4n6ralement , les anticorps monoclonaux ou leurs 
fragments selon 1' invention peuvent etre avantageusement 
mis en oeuvre dans toute situation oC 1' expression de la 
prot6ine OZF doit §tre observ^e de maniere qualitative 
et/ou quantitative . 

De preference, 1 ' echantillon biologique est constitue 
par un fluide biologique, tel que le sSrum, le sang total, 
des cellules, un echantillon de tissu ou des biopsies 
d ' or igine humaine . 

Toute procedure ou test classique peut §tre mise en 
oeuvre pour realiser une telle detection et/ou dosage. 
Ledit test peut Stre un test par competition ou par 
sandwich, ou tout test connu de I'homme de I'art dependant 
de la formation d'un complexe immun anticorps -antigfene . 
Suivant les applications selon 1- invention, 1 'anticorps 
monoclonal ou un de ses fragments peut etre immobilise ou 
marque. Cette immobilisation peut etre realises sur de 
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nombreux supports connus de I'homme de I'art. Ces supports 
peuvent notamment incLure le verre, le polystyrene, le 
polypropylene, le polySthylSne, le dextran, le nylon, ou 
des celluloses naturelles ou modifi^es. Ces supports 
peuvent §tre eoit solubles ou insolubles. 

A titre d'exemple, une mfithode pr6f6r6e met en jeu des 
processus immunoenzymatiques selon la technique ELISA, par 
immunofluorescence, ou radio- immunologique (RIA) ou 
Equivalent . 

L' invention comprend Sgalement une trousse pour la 
determination de la presence de prot6ine OZF dans un 
Echantillon biologique comprenant un anticorps ou un de ses 
fragments selon 1* invention. 

Entre Sgalement dans le cadre de 1' invention, une 
trousse pour la detection et/ou le dosage de la protSine 
OZF selon 1 ' invention dans un Echantillon biologique, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend les 616ments suivants : 

a) un anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
1 ' invention ; 

b) le cas 6ch6ant, les rSactifs pour la constitution du 
milieu propice S la reaction immunologique ; 

c) les r6actifs permettant la detection des complexes 
antigene-anticorps produits par la reaction 
immunologique . 

Sous un dernier aspect, 1' invention a pour objet une 
mSthode pour €valuer 1' affinity d'un compost a tester pour 
la protSine OZF, caract^risEe en ce qu'elle comprend : 

a) la mise en contact d*un Echantillon contenant ladite 
protSine OZF avec 

i) un anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
1 ' invention; et 

ii) ledit compost & tester ; et 

b) la mesure de la quantite dudit anticorps monoclonal ou 
I'un de ses fragments, ladite quantite 6tant inversement 
proportionnelle a la quantity de composes a tester fixEs 
sur ladite prot§ine OZF. 



15 



Les anticorps monoclonaux selon 1' invention ou leurs 
fragments peuvent §tre utilises 6galement dans des m^thodes 
in vitro pour la selection de composes susceptibles de se 
fixer a la protfiine OZF avec 1' affinity recherch^e. Ainsi, 

5 la prSsente invention comprend 6galement des tn^thodes de 
selection par competition de composes pharmaceutiques dans 
lesquelles les anticorps monoclonaux de 1' invention ou 
leurs fragments entrant en competition avec le compose a 
tester susceptible de se fixer a la prot6ine OZF. De cette 

10 manidre, 1' anticorps monoclonal ou ses fragments est 
utilise pour detecter la presence de tout compose tel qu'un 
polypeptide ou tout autre compose organique qui peuvent 
presenter un ou plusieurs sites de reconnaissance de 
1' epitope de la proteine OZF reconnu par les anticorps 

15 selon 1' invention. Ainsi ces composes, identifies par la 
methode selon 1' invention pourront etre utilises pour 
occuper ces sites de fixation sur la proteine OZF et agir 
en tant qu' agent modulateur ou antagoniste de I'activite 
biologique de la proteine OZF. 

20 D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 

apparaissent dans la suite de la description avec les 
exemples et les figures dont les legendes sont representees 
ci-apres . 

25 LEGENDES PES FIGURES 

FIGURES lA et IB. Analyse par Southern blot de lignees 

cellulaires pancreatiques et de tumeurs primaires. 

Figure lA : Hybridation par Southern blot des ADN totaux 

30 genomiques de placenta et de douze lignees cellulaires 
d'adenocarcinomes pancreatiques digeres par Bglll. Trois 
lignees cellulaires, AICPC-1, BxPC-3, Su.86.86 pr6sentent 
une co-amplification d'OZF avec RAG. PANC-1 presente une 
amplification de RAG uniquement. 

35 Figure IB : Hybridation par Southern blot de I'ADN total 
genomique de AICPC-1 (figure lA) , de placenta (P) et de 
douze tumeurs primaires d'adenocarcinomes pancreatiques 
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dxgerees par Bglll. i,a comparaison des intensit^s des 
sagnaux d; hybridation d'OZP avec ceux cbtenus aprL 

T . r """^ augmentation 

d no,*re de copies du g4„e dans les .chantiUons tu^oraux 



FIGURE 2. Expression de ^ARN™ d'OZP dans les iign^es 
cellulaxres panor^atiques. i,.arn, des douze lignSes 
cellulaxres d • ad^nocarcinomes pancriatiques analys^es par 
southern blot dans les figures lA et IB. .tait analys. par 
Northern blot avec une sonde d'ADHc contenant la phLe 

"plf.-f""? '^-^ 
OZF anpUf.^, prisentent un haut niveau d'expresslon De 

hauts niveaux d'expression d'OZF sont observ«s en absence 
d amplification dans capan-l, -2, „ia paca-2 et PANC-1 
L. absence ou une tr«s faible expression a it6 observSe dans 
un «chantillon de pancrSas normal adulte (Clontech) . Le gel 
correspondant. color. avant transfert au brom!re 
d 4thidium, est montrS en dessous, avec les bandes d'ARN 
ribosomiques 28S et 18S. 

FIGURES 3A, 3B et 3C. Analyse par Western blot: de lign.es 
cellulaxres pancr.atiques et de tumeurs pri.aires. Des 
quantit^s identiques de protSine {lo ,g) , d.terminSes par 
coloration des extraits apr^s .lectrophor^se sur gel SDS 
(non montrg) ont €t6 transferees sur nitrocellulose La 
nitrocellulose a €t6 alors bloquge et hybrid6e avec un 
anticorps polyclonal anti-OZF. 

Figure 3A : LignSes cellulaires pancr.atiques prScedemment 
analysees par Southern et Northern blot (figure lA et 
figure 2) . 

Figure 3B : Immunotransf ert d'OZF d -echantillons de tumeurs 
primaires d • adgnocarcinomes pancrgatiques . 

Figure 3C : Immunotransf ert d'OZF de pancreas normal 
humain. Les prot.ines ont €t6 extraites dans les mgmes 
conditions pour les quatre Schantillons ind.pendants de 
pancreas normaux (P1-P4) , la lignee MIA PaCa-l (MP) et pour 
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un carcinome pancrfiatique (T6) expritnant OZF. La 
nitrocellulose a 6t6 hybrid^e avec des anticorps 
polyclonaux anti-OZF et anti-pag afin de verifier 
I'int6grit6 des protSines . Les anticorps anti-pag sont des 
anticorps de poule purifies dans les raSmes conditions que 
les anti-OZF. 

FIGURES 4A, 4B et 4C. Detection par immunohistochimie d'OZF 
dans les carcinomes pancrSatiques humains. La coloration k 
la pSroxydaee a €t€ obtenue avec un anticorps anti-OZF 
purifiS par affinity. Les anticorps anti-OZF montrent une 
coloration granulaire nuclSaire dans les cellules AICPC-1 
greffges chez la souris athymique (figure 4A) , dans un 
adSnocarcinome exprimant OZF (figure 4B) , et 1 ' absence de 
coloration dans du pancreas sain n' exprimant pas OZF 
(figure 4C) (grossissement : lOOOX) . 

FIGURE 5. Analyse par Western blot d'extraits bruts de 
cellules humaines 293 non tranfectfies et transfect^es par 
un vecteur d' expression OZF. Detection de la protfiine OZF 
endogSne (S gauche) et aprSs detection transitoire par un 
vecteur d' expression du gSne OZF (a droite) en triplicate, 
avec un anticorps monoclonal anti-OZF et un anticorps 
secondaire anti- souris coupl6 H la peroxydase, par chimio- 
luminescence . 

FIGURE 6. Marquage immunocytochimique de la protfiine OZF 
dans les cellules de la lign6e AlCPC-i issue d'un 
adSnocarcinome pancrfiatique surexprimant la prot6ine OZF. 
Les cellules sont cultiv€es sur lamelle, fixies par 4 % de 
paraformaldehyde dans du PBS, puis permSabilisSes par 0,1 % 
de triton XIOO. Les sites non sp4cifiques sont satur^s par 

2 % de BSA. Les cellules sont incub6es Ihr avec 1' anticorps 
monoclonal anti-OZF (1/200), lav^es puis mises en contact 

3 0 mn avec le second anticorps anti -souris couple a un 
fluorochrome, lavees et incub^es 4 mn au DAPI (0,2 ng/ml) 
qui marque specif iquement les noyaux (photos de gauche) . Un 
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marquage nucl^aire spScifigue d'OZF est observS (photos de 
droite) . A faible grossissement en haut et a fort 
grossissement en bas . 

5 FIGURE 7. Expression du gSne OZF dans les cancers du c61on. 
Analyse par Western blot . 

A I'aide des anticorps monoclonaux, nous avons examine 
1' expression de la protSine OZF dans les cancers du colon. 
L'6tude a port^ sur 16 Schantillons coliques. Sur les 16 

10 6chantillons, 10 proviennent d'une tumeur colique (Tl - T3 
- T5 - T6 - T7 - T8 - T9 - TIO - Til - T12) , et 6 de 
muqueuses coliques saines (C2 - C4 - C5 - C6 - C8 - C12) . 
Les Schantillons T5 et C5 proviennent d'un meme patient, de 
meme que T6 - C6, T8 - C8, et T12 - C12 . Nous avons depose 

15 dans les puits d ' filectrophorSse des quantitSs 6quivalentes 
de proteine pour chaque 6chantillon colique, les 
6chantillons sont s6par6s par migration sur gel de 
polyacrylamide, puis trans f6r#s sur une membrane de PVDF. 
La protSine OZF est r6v616e par 1' anticorps monoclonal 

20 anti-OZF et un anti -anticorps de souris coupl6 S la 
p6roxydase. 

Dans les quatre cas oil nous avions un 6chantillon colique 
sain et un 6chantillon colique canc6reux pr€lev6s chez une 
meme personne, nous avons constat^ une accumulation plus 
25 importante de la protSine OZF dans le tissu tumoral que 
dans le tissu normal • 

En comparant la quantity de proteine OZF accumul6e, nous 
constatons que les tissus tumoraux Tl - T3 - T5 - T7 - TB - 
T9 - TIO - T12 prSsentent une quantity sup6rieure de 
30 protSine OZF par rapport aux tissus sains. 

EXEMPLES 

MatSriels et methodes 

35 

Ecbantillons txainoraiix et ligneee c llulaires . Onze lign^es 
de cellules d ' adenocarcinomes de pancreas ont et6 obtenues 
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de 1' American Type Culture Collection (Rockville, USA) et 
cultiv^es comme prescrit par le fournisseur. Une lignfie 
cellulaire additionnelle (AICPC-1) a 6t§ 6tablie au 
laboratoire ^ partir. de la tumeur primitive d'une patiente 
ag6e de soixante ans atteint d*un adfinocarcinome du 
pancrSas. Les cellules ont 6t6 cultivSes dans du milieu 
Dubelcco modifi§ supplements avec 20 % (vol/vol) de s6rum 
de veau foetal. Des tissus tumoraux ont aussi 6t6 obtenus 
de patients atteints de carcinome primaire du pancreas 
exocrine (n = 13 ; 6 hommes et 7 femmes) . 

Analyse par Southern et par Northern blot. L' extraction 
d'ADN a &t€ effectuee suivant les mSthodes standards pour 
les lignees cellulaires et pour les tumeurs congelSes 
(Sambrook et al . , 1989), Les fragments obtenus aprSs 
digestion de I'ADN gSnomique (5>g) avec 1 ' endonucl§ase 
Bgll ont 6t6 sSparSs par SlectrophorSse sur gel d'agarose a 
0,7 %, transfSrSs sur nitrocellulose (BASS, Schleicher et 
Schuell) et hybrid6s avec des sondes marquees au P32 (Le 
Chalony et al , , 1996). Les lignfies de cellules tumorales 
ont €t& hybridSes avec une sonde OZF obtenue aprSs 
amplification par PCR S 1 • aide d» amorces internes pour 
gfenSrer un fragment de 1 kb contenant toute la phase 
ouverte de lecture (847-1840) . Les carcinomes pancr6atiques 
primaires ont et6 hybridSs avec un fragment clon§ Xbal/Scal 
(652-1852) (Le Chalony et al 1994). La sonde RAC (2,2 kb) 
a 6t6 pr€par€e a partir d'un clone pUC-RAC a I'aide 
d' amorces universelles situSes de part et d' autre du site 
multiple de clonage (Cheng et al . , 1992). L'Svaluation 
quantitative des signaux d' hybridation a 6t6 faite au 
phosphorimager (BioRad) . Les ARN totaux ont 6t6 extraits a 
I'aide du kit Rneasy (Qiagen) , Pour les analyses en 
Northern blot, 10 /ig d'ARN ont 6t6 d6pos6s sur gel 
d' agarose 1 % / 2,2 M formaldehyde, transfSrgs apr§s 
migration sur membrane de nitrocellulose (BA85, Schleicher 
et Schuell) et hybridSs avec la sonde Xbal/Scal. 
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Production des antlcorps. Les antiserums ont 6te d6velopp6s 
chez la poule en utilisant la prot6ine OZF purifiSe comme 
immunogene (Ferbus et al., 1996). Les immunoglobu lines IgY 
de jaune d'oeuf de poule ont €t€ pr6par6s comme d^crit 

5 (Akita et al . , 1992), Les anticorps sp6cifiques ont 6t6 
obtenus H partir des IgY anti-OZF aprfis purification par 
affinity sur une colonne de MBP-OZF coupl6 au sgpharose 4B 
(Pharmacia) (Ferbus et al . , 1996) . La specificity des 
anticorps anti-OZF a €t€ v^rifiee par immunoSlectrophorSse . 

10 Une bande unique de 33 kDa a 6t6 observ^e dans les extraits 
nucl6aires des cellules exprimant OZF. 

Methode de preparation de 1» anticorps monoclonal. La 
protSine recombinante de fusion MBP-OZF produite chez E. 

15 coli a 6t6 purififie sur colonne d'amylose par affinity pour 
le MBP (Ferbus et al. , 1996). Des souris ont 6t6 immunisfies 
avec la protSine MBP-OZF purifi^e. AprSs le test de 
criblage en ELISA, nous ayons sSlectionnS pour I'^tape de 
fusion la souris qui pr6sentait la meilleure rSponse . Les 

20 leucocytes splSniques ont €t€ fusionnfis avec les cellules 
de la lignSe mySlomateuse P3X63/8.653. Le clonage des 
hybridomes s'est fait par la technique de ^secretion 
capture report web» (Kenney et al . , 1995). 

25 Les immunoglobulines produites sont des Ig Gl . 

L' anticorps monoclonal spScifique de la protSine OZF 
humaine reconnalt celle-ci a l'6tat natif ou d6natur6 (en 
ELISA, en Western, en immunohistochimie , par immuno- 

30 precipitation) . 

L' Epitope de reconnaissance se situe au niveau de son 
extrSmitS NHa terminale. II reconnait en effet la protSine 
OZF recombinante tronqufie, ne possSdant que les deux 
premiers doigts a zinc, et ne reconnait pas la prot§ine 

35 murine homologue qui differe de la protSine humaine au 
niveau de ses quinze premiers acides amines. 
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Extraction des proteines et analyse par Western blot, Les 
gchantillons tumoraux congel6s et les extraits cellulaires 
ont 6t6 solubilis6s dans du tampon SDS en presence de P- 
tnercapto6thanol et chauff^s Ebullition 5 minutes. Des 

5 quantit^s Egales de prot^ines (10 ng) ont ^t€ charg^es sur 
gel SDS polyacrylamide 12 % et transf6r6s aprfis migration 
sur membrane de PDVF (Amersham) . Les membranes ont 6t6 
hybridSes avec les anticorps anti-OZF puis avec des anti- 
poules de lapin conjugu6s k la phosphatase alcaline 

10 (Sigma), diluSs respectivement 200 et 15 000 fois. La 
chimioluminescence a 6t6 produite par incubation de la 
membrane avec du CDP star (Dupont) et la protSine a 6t6 
r6v616e par autoradiographic sur un film X-OMAT ARB. 

15 Marquage iinmunohistochimique d'OZF. La coloration a 6t6 
obtenue par un anti-poule coupl6 k la pEroxydase aprSs 
incubation avec un antiserum anti-OZF de poule purifi6, sur 
des coupes de tissu congel§ (5 nm) comme dScrit (Terris et 
al. , 1995) . 

KXEMPLE 1 : Amplification du gene OZF dans les llgnees 
d' adenocarcinomes pancreatiques 
Pour ^valuer le nombre de copies du gine OZF dans les 
cellules des lignEes tumorales et determiner s'il 
25 appartient a I'amplicon portant le gSne RAC, les ADN 
ggnomiques totaux. de 12 lignSes cellulaires et d'un 
placenta, ont 6t6 dig6r€s avec 1' enzyme de restriction 
Bglll, s6par6s sur gel d' agarose et hybridSs par Southern 
blot avec des sondes ADN OZF et RAG. Comme montr4 dans la 
30 figure lA, trois lign^es, AICPC-1, BxPC-3, SU.86.86 
prSsentent un signal d' amplification dans un fragment 
gSnomique Bglll de taille de 5,3 kb. La quantification des 
niveaux d' amplification r^vSle que le gSne OZF est 
approximativement de 60 copies, 6 copies et 30 copies dans 
35 AICPC-1, BxPC-3, SU.86.86 respectivement. La co- 
amplification avec RAC est observ^e dans ces trois lignSes, 
cependant PANC-1 montre une amplification de RAC seule. Le 
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nombre de copies des genes RAC et OZF est similaire dans 
BxPC-3. L'intensiti relative du signal d • amplification est 
sup^rieure pour le gdne OZF que pour RAC dans AICPC-1 et 
inf^rieure dans SU. 86.86. Ces experiences montrent que le 
g^ne OZF est coamplifii avec RAC dans trois des quatre 
lignges cellulaires. Contrairement ^ ce qui avait 6t6 
reports, 1 ' amplification de RAC dans la lignSe AsPC-l n'est 
pas dStectSe (Cheng et al., 1996 ; Miwa et al . , 1996). Les 
analyses caryotypiques des lignges cellulaires ont confirms 
la ploidie et la spScificitS du marquage chromosomique de 
chaque lignSe incluant AsPC-i (Curtis et al, ^ paraitre) . 
L' amplification prScSdemment dScrite dans AsPC-l peut etre 
due a un sous clone ou avoir 6t6 perdue pendant la 
propagation en culture. 

L'Stat d- amplification d'OZF a StS examinS dans des 
Schantillons tumoraux. Douze adSnocarcinomes primaires 
pancrSatiques, pris au hasard, ont StS analyses par 
Southern blot avec une sonde OZF (figure IB) . Deux tumeurs 
(T6 et T9) prSsentent une augmentation du signal 
d- hybridation (de 3 a 5 fois) par rapport ^ I-adn 
placentaire, apr^s normalisation avec le signal obtenu 
apr^s rShybridation avec une copie unique du gene N-myc. Ce 
signal est considSrS comme significatif pour 1' ampli- 
fication etant donng la forte proportion de cellules non 
tumorales dans les tissus tumoraux. 

EXEMPLE 2 s Expression d'OZF dans les lignees pancreatiques 
et dans les echantillons tumoraux 
L' expression d'OZF a 6tS examinee en premier dans les 
lignSes tumorales par Northern blot (figure 2) . DiffSrents 
niveaux d' expression ont 6t€ dStectSs dans toutes les 
lignSes. Les lignSes AICPC-1 et SU.86.86 qui prSsentent les 
plus hauts niveaux d- amplification expriment les plus hauts 
niveaux de mRNA OZF. Une expression modSrSe est observge 
dans BxPC-3, Capan-1, Capan-2, MIAPaCa-2 et PANC-1, et une 
plus faible expression est trouvSe dans les quatre lignSes 
restantes. 
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L' expression d'OZF a €t€ atissi recherch^e au niveau 
prot^ique par Western blot en utilisant un anticorps 
polyclonal dirig^ contre la prot^ine OZF recombinante 
exprimfie chez E.coli (Ferbus et al . , 1996). La prot^ine OZF 
a €t€ d6tect6e dans toutes les lign^es cellulaires (figure 
3A) . Le plus haut niveau de la protSine est trouv6 dans les 
lign^es cellulaires qui prfisentent une amplification du 
gfine OZF (AICPC-1, BxPC-3 et SU.86.86), Comme le tissu 
pancrSatique prfisente des ARN souvent d6grad€s, 
1' expression d'OZF a 6t6 StudiSe dans les tumeurs et le 
pancreas normal par la determination de 1 ' accumulation de 
sa prot^ine. Afin de comparer le taux de la prot€ine OZF 
dans le pancreas normal adulte avec ceux trouv6s dans les 
tumeurs, les prot^ines de quatre §chantillons pancr6atiques 
difffirents ont 6t6 extraites selon le protocole standard et 
analys^es par Western blot (figure 3C) . L'intSgritS des 
extraits a 6t6 contr616e par 1 • utilisation d'un anticorps 
polyclonal dirig6 contre la prot6ine ubiquitaire PAG de 22 
kDa qui est exprimSe dans les cellules en proliferation 
(Prosp6ri et al . , 1993). Parmi les huit gchantillons 
d'adfinomes pancrSatiques primaires 6tudi§s, trois 
pr^sentent un faible niveau de la prot^ine OZF comme dans 
les echantillons de pancreas sains. Cinq tumeurs (T6-T9, 
T12) pr^sentent les plus hauts niveaux d'OZF (figures 3B et 
3C) . Par consequent le gene OZF est exprimS ^ hauts niveaux 
dans plus de la moitie des adenocarcinomes analyses. 

RXEMPLE 3 : Restriction de 1 • expression d'OZF aux cellules 
tumorales dans les t\uneurs pancreatiques 
L' utilisation possible d' anticorps anti-OZF dans des 
etudes immunohistdchimiques a ete determinee. L' expression 
d'OZF a ete detectee (figure 4A) dans une tumeur obtenue 
apres greffe des cellules AICPC-1 chez la souris athymique. 
L'immunohistochimie a ete effectuee sur des coupes de 
carcinomes pancreatiques congeies afin de determiner si 
d'autres types cellulaires en plus des cellules tumorales, 
contribuent a 1' expression d'OZF. Un exemple de carcinome 
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pancreatique montrant une expression d*OZF est montre en 
figure 4B. Les anticorps anti-OZF r6velent par coloration 
une granulation nuclSaire qui prfidomine dans les cellules 
tumorales, Les autres types cellulaires comme les 
fibroblastes et les cellules endothSliales prSsentent une 
trSs faible ou une absence de coloration. Ainsi dans les 
tumeurs pancr^atiques 1' expression d'OZF est restreinte 
principalement aux cellules tumorales et les anticorps 
anti-OZF peuvent etre utilises pour dStecter les cellules 
tumorales dans des tumeurs pancr^atiques h6t6rogSnes. 

EXEMPLE 4 : Expression du gene OZF dans les cancers du 
colon 

A l*aide des anticorps monoclonaux, 1' expression de la 
prot^ine OZF a 6t6 examinee dans les cancers du colon, 
L'Stude a port6 sur 16 Schantillons coliques. Sur les 16 
gchantillons, 10 proviennent d'une tumeur colique (Tl - T3 
- T5 - T6 - T7 - T8 - T9 - TIO - Til - T12) , et 6 de 
muqueuses coliques saines (C2 - C4 - C5 - C6 - C8 - C12) . 
Les 6chantillons T5 et C5 proviennent d'un meme patient, de 
meme que T6 - C6, T8 - C8, et T12 - C12 . 

Analyse par Western blot : 

Des quantitSs §quivalentes de prot^ine pour chaque 
gchantillon colique sont d6pos6es dans les puits 
d' Slectrophorese . Les Schantillons sont sSparSs par 
migration sur gel de polyacrylamide, puis transfSr^s sur 
une membrane de PVDF, La protfeine OZF est r6v616e par 
1' anticorps monoclonal anti-OZF et un anti-anticorps de 
souris couplfi S la p^roxydase. Le rSsultat est present^ 
figure 7. 

Dans les quatre cas oil 1 ' Schantillon colique sain et 
1 ' gchantillon colique canc6reux sont pr61ev6s chez une meme 
personne, une accumulation plus importante de la protSine 
OZF est constatSe dans le tissu tumoral que dans le tissu 
normal • 

En comparant la quantity de proteine OZF accumul6e, on 
constate que les tissus tumoraux Tl - T3 - T5 - T7 - T8 - 
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T9 - TIO - T12 prSsentent une quantity sup^rieure de 
prot^ine OZF par rapport aux tissus sains. 

D'apr&s les rSsultats, 50 % des tissus canc6reux 
analyses pr^sentent une forte surexpression d'OZF et 80 % 
des 6chantillons tumoraux analyses ont un niveau 
d' expression de la prot^ine OZF supSrieur a celui observe 
dans les tissus normaux. Ces observations montrent que le 
gSne OZF est surexprim^ dans les cancers du c61on. 

Les rSsultats obtenus dans les exemples prScfidents 
montrent que 1 * amplification du gdne OZF a 6t6 observSe 
dans 3 des 12 lignSes d' ad^nocarcinomes du pancreas (AICPC- 
1, BxPC-3 et SU.86.86). L ' augmentation du nombre de copies 
du gSne a aussi trouv^e dans 2 des 12 6chantillons de 

tumeurs primaires (T6 et r9) , quoiqu'a des niveaux plus 
faibles que ceux observes dans les lignSes. Parce que les 
tumeurs primaires pancrSat iques contiennent g6n6ralement un 
large exces de cellules normales, 1 ' hybridation du signal 
en Southern blot peut avoir 6t6 att6nu6e dans les tumeurs 
T6 et T9 . De plus, les ^chantillons contenant peu de 
cellules tumorales, pr^sentant un signal d' amplification 
mod6rS, Schappent a la detection. Les x^nogreffes sur 
souris athymiques devraient nous permettre une meilleure 
estimation de 1 ' amplification du gSne OZF dans les tumeurs 
pancr^atiques primaires. En addition a ces r^sultats, 
1' amplification d'OZF a 6t6 identifiSe par hybridation in 
situ en fluorescence dans la tumeur utilisSe pour ggnSrer 
la lignSe AICPC-1 (Curtis et al , , ^ paraltre) . Ainsi, 
1< amplification d'OZF a lieu dans les tumeurs pancr6atiques 
primaires et dans les lignSe cellulaires . 

Tputes les lignees d' adSnocarcinomes pancr6atiques 
expriment I'ARNm et la protfiine OZF mais a des niveaux 
diffSrents. Les plus hauts niveaux d'ARNm d'OZF ont 6t6 
trouvSs dans les lignees ayant amplifi^ le gene OZF (AICPC- 
1, BxPC-3 et SU.86,86), Quoique I'estimation de la prot^ine 
peut gtre moins precise, le taux de la prot§ine OZF a €t€ 
compart dans les deux tumeurs primaires presentant une 
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a.plx£.catxon du nona,re de copies (T6 et rs> , i la lig„^e 
=ellula.re MIAPaCa-a. deux tu.eurs expri.e„t de ZTs 

n.veaux de prot^nes OZF. Mnsi, le gSne 02F qui e« 
haute^ent exprimS dans toutes les tumeurs pan=Jati,ues 
5 pr.sen.ar.t u„e a.pU,ication. „.est pas inactlv. dans 
I'amplicon 19ql3.1. 

V amplification g«„iqae est un m^canisme important 
pour Vaugmentation de Lexpressicn de g.nes impliquL dans 
la canc«rogen4se mime si la surexpression eat sou.ent 
^ observfie en absence d.amplification. Les etudes 
d. expression de quatre ^ohantillons Ind^pendants de 
pancreas normaux et de trois SchantiUons de tumeurs 
pr.maares montrent des niveaux de protSines OZP tr4s 
faables ou indScelables. Au contraire. toutes les lig„,es 
expriment OZP et quatre d'entre elles montrent de hauts 
niveaux d'ARNm OZF en absence d'amplification. Le cas le 
Plus significatif est celui de la lignSe PANCl qui possjde 
deux copies du g4ne OZr et exprime un haut niveau d'ARNm de 
2 a 4 fois plus bas que celui de la lignSe SU. 86.86 qui 
possede 30 copies du a^ne Ozp no • 

OZP .on^ . V- ^ niveaux de prot^ine 

OZP sent aussx observes dans des tumeurs primaires sans 
amplxfxcation du g^ne OZF, et 1 • immunohistochimie montre 
que la prot^ine OZF est detect^e essentielle.ent dans les 
cellules tumorales. En dehors du statut d • amplification 
g^nxque. OZF est surexprime dans 7 des 12 lignSes tumorales 
et dans 5 des 8 tumeurs primaires. Les plus hauts niveaux 
d expression d-OZF dans un large ^chantillon de tumeurs 
compart au pancreas normal sugg^rent que ce g^ne est 
xmpliqug dans le processus oncogenique. De plus il pourrait 
etre utilise comme un marqueur pour dStecter de rares 
cellules tumorales dans le pancreas. 

En dehors du gene OZF, la region ql3 . 1 du chromosome 
19 comprend plusieurs ggnes candidats. Le mieux caract4ris6 
est le g^ne RAC, localise a proximity d-OZF, qui code pour 
une serine-threonine kinase (The Human Gene Map, 1997) Les 
deux g^nes sont coamplifigs dans les lign^es cellulaires 
cependant seul le gene RAC a ete trouvg amplif ie dans PANC- 
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1. Cependant, dans la lignSe PANC-1, dans laquelle le gene 
RAC est amplifiS, les niveaux d'ARNm sont seulement 
16g§rement plus bas que ceux observes dans les lignfies 
cellulaires qui prisentent une amplification du gSne OZF, 

5 Cette lignSe cellulaire contient aussi une prot6ine OZF 
abondante- Ainsi, la surexpression d»OZF dans PANC-1 peut 
§tre due H un mScanisme autre que 1 ' amplification gfinique 
comme dans le cas d»autres gSnes connus . Par exemple dans 
les cancers du sein et de I'ovaire, la prevalence de la 

10 surexpression HER2/neu intervient plus frSquemment que 
1' amplification et a 6t6 utilisSe pour prSdire le taux de 
survie (Slamon et al . , 1989). 
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REVENDICATIONS 

1/ Anticorps monoclonal ou un de ses fragments 
capables de se fixer specif iquement sur un epitope de la 
protSine OZF, 

2/ Anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
la revendication 1, caract6ris6 en ce que 1' Epitope de la 
protSine OZF est situ6 sur la partie N-terminale. 

3/ Anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
la revendication 1 ou 2, caractSrisfi en ce qu'il est choisi 
parmi les anticorps humanisms, chimfiriques, anti-idiotypes . 

4/ Anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
I'une des revendications 1^3, caract6ris6 en ce qu'il est 
marquS . 

5/ Anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
I'une des revendications 1^3, caract6ris6 en ce qu'il est 
coupl6 S un composfe cytotoxique. 

6/ Composition pharmaceutique pour le traitement, la 
prevention ou pour le diagnostic in vivo de pathologie lide 
k 1 ' expression anormale de la protfiine OZF, caract6ris6e en 
ce qu*elle comprend : 

a) un anticorps monoclonal ou un de ses fragments selon 
l*une des revendications 1 S 5 ; et 

b) un excipient pharmaceutiquement acceptable- 

7/ Composition pharmaceutique selon la revendication 
6, caract6ris6e en ce que ladite pathologie est choisie 
parmi les cancers, notamment le cancer du pancreas et du 
colon. 

8/ Utilisation d'un anticorps monoclonal ou un de 
ses fragments selon I'une des revendications 1^5, pour la 
fabrication d'un medicament destinS au traitement ou k la 
prevention du cancer, notamment le cancer du pancreas ou le 
cancer du colon- 

9/ Utilisation d'un anticorps monoclonal ou un de 
ses fragments selon I'une des revendications 1 a 4, pour le 
diagnostic in vitro de pathologie liSe a 1' expression 
anormale de la proteine OZF. 
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10/ M^thode de detection et/ou de dosage de protSine 
OZF dans un Schantillon biologique caractSrisfie en ce 
qu'elle comprend les Stapes suivantes : 

a) la mise en contact d'un Schantillon biologique avec un 
anticorps selon I'une des revendications 1 k A ; et 

b) la detection et/ou le dosage de la fixation dudit 
anticorps sur la protSine OZF contenue dans 
1 ' 6chantillon biologique. 

11/ Trousse pour la determination de la presence de 
protSine OZF dans un Schantillon biologique comprenant un 
anticorps ou un de ses fragments selon I'une des 
revendications 1 a 4. 

12/ MSthode d' Evaluation de 1' affinity d'un compost 
pour la protSine OZF caract6ris6e en ce qu'elle comprend : 

a) la mise en contact d'un Echantillon contenant ladite 
protSine OZF avec 

i) un anticorps monoclonal ou un de ses fragments 
selon I'une des revendications l a 4 ; et 
ii) ledit compost H tester ; et 

b) la mesure de la quantity dudit anticorps monoclonal ou 
I'un de ses fragments, ladite quantity Stant inversement 
proportionnelle a la quantity de composes k tester fixfis 
sur ladite prot§ine OZF. 
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